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Resumo

Os Liquidos lénicos (LIs) séo sais organicos, cujo ponto de fusdo € inferior a
100°C. Estes compostos tém sido alvo de uma ampla investigacdo, uma vez que, possuem
diversas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas interessantes e que podem ser
ajustaveis. Estas caracteristicas fazem com que seja possivel a sua aplicacdo em diversas
areas, como a Quimica, Industria Farmacéutica e a Biotecnologia.

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da atividade bacteriana e fungica
de liquidos i6nicos baseados em beta-lactamicos e fluroquinolonas, em que se pretende
determinar se LIs baseados em fluroquinolonas e beta-lactamicos terdo atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, resistentes e sensiveis e ainda um modelo de

levedura.

Este trabalho vai avaliar também o estudo da viabilidade/proliferacdo de
determinados LIs nas linhas celulares RKO (neoplasia do co6lon), T47D (neoplasia da
mama), MG63 (neoplasia do 0sso0), A459 (neoplasia do pulmao), Hep62 (neoplasia do
figado) e fibroblastos e ainda compreender 0 modo de atuacdo das vias de sinaliza¢do nos
liquidos idnicos em estudo e nas linhas celulares RKO (neoplasia do célon), T47D
(neoplasia da mama), MG63 (neoplasia do 0sso0), A459 (neoplasia do pulmao), Hep62

(neoplasia do figado) e fibroblastos.

No estudo da atividade bacteriana, os LlIs irdo ser aplicados em estirpes
bacterianas, nas quais estardo incluidas algumas estirpes resistentes.

Os resultados obtidos no presente trabalho destacam o potencial destes compostos
como novos farmacos, e a importancia de outros estudos para compreender o0s

mecanismos pelos quais eles atuam, tanto em células como em bactérias ou em fungos.

Palavras-chave: Liquidos lonicos, Antibacterianos, Atividade anti-tumoral, atividade

bacteriana, vias de sinalizacéo.
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Abstract

lonic Liquids (LIs) are organic salts whose melting point is below 100 ° C. These
compounds have been the subject of extensive research since they have physical,
chemical and biological characteristics that can be adjustable. These characteristics make
it possible to be applied in several areas, such as Chemistry, Pharmaceutical Industry and

Biotechnology.

The aim of the present work is to study the bacterial and fungal activity of ionic liquids
based on beta-lactams and quinolones. It is intended to determine if L1s based on
quinolones and beta-lactams will have activity against Gram-positive and Gram-negative,

resistant and sensitive bacteria and still a model of yeast.

This work will also evaluate the viability / proliferation of certain ionic liquids in the
RKO (colon cancer), T47D (breast cancer), MG63 (bone cancer), A459 (lung cancer),
Hep62 (liver cancer ) and fibroblasts, and also to understand the mode of action of the
signaling pathways in the ionic liquids in the RKO (colon neoplasia), T47D (breast
neoplasia), MG63 (bone neoplasia), A459 (lung neoplasia) , Hep62 (liver neoplasm) and

fibroblasts.

In the study of bacterial activity, the lonic Liquids will be applied in bacterial strains, in

which some resistant strains will be included.

The results obtained in the present work highlight the potential of these compounds as
new drugs, and the importance of other studies to understand the mechanisms by which

they act, both in cells and in bacteria or fungi.

Key words: lonic liquids, Antibacterial, Anti-tumor activity, bacterial activity, signaling

pathways.
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Liquidos Ionicos



1. Liguidos lI6nicos

Os Liquidos l6nicos (LIs) séo sais organicos, cujo ponto de fusdo se encontra
abaixo dos 100°C. Na sua composi¢éo apresentam sempre um catido organico e um aniéo
organico ou inorganico (Marrucho, Branco, & Rebelo, 2014; Petkovic, Seddon, Rebelo,
& Pereira, 2011). Os principais catides organicos utilizados na constitui¢do dos LIs sdo o
imidazolio, piridinio, amonio, fosfénio e guanidinio (Marrucho et al., 2014). Os anides
podem ser de natureza organica ou inorgdnica com espécies como halogenetos,
tetrafluoroborato, hexafluorofosfato,  bis(trifluorometilsulfonil)imida, acetato e
dicianamida (Bufalo, Radosevic, Redovnikovic, Halambec, & Srcek, 2014); (Ferraz,
Branco, Prudencio, Noronha, & Petrovski, 2011; R. Ferraz et al., 2015). As diferentes
combinac@es de catides e anides permitem a obtencdo de compostos com caracteristicas
fisico-quimicas potencialmente interessantes em diversos contextos, como por exemplo,
elevada estabilidade térmica e quimica, baixa inflamabilidade, baixa volatilidade e
solubilidade (Ferraz et al., 2011; Ferraz et al., 2014).

Nos ultimos anos estes compostos tém sido muito estudados, sendo atualmente
classificados em trés geracdes, de acordo com as suas propriedades e aplicacdes (figura
1). A primeira geragdo permite agrupar os LlIs tendo em consideragdo as suas
propriedades fisicas, como é o caso do ponto de fusdo, densidade, viscosidade,
estabilidade térmica, condutividade e hidrofobicidade. Por sua vez, a segunda geracédo
engloba as propriedades quimicas, como por exemplo a utilizagdo como solventes em
sinteses organicas, entre outras. A terceira geracao € a mais recente e permite o uso de
Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFAs) na producdo de LIs com atividade bioldgica -
agrupa os LIs com base nas suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Ferraz et al.,
2011; Ferraz et al., 2014).
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Figura 1 - Geracgdes dos liquidos ionicos.

Ha mais de 100 anos Paul Walden ja tinha descrito um composto com as
caracteristicas de liquido iénico — o nitrato de etilamonio com ponto de fusdo de 12°C
(Petkovic et al., 2011). No entanto, s6 no final do século XX, é que a comunidade
cientifica se comecou a interessar por essas propriedades. Na ultima década, devido
principalmente ao seu potencial como solventes e reagentes, o estudo acerca dos mesmos
tem vindo a intensificar-se, sendo evidente o crescente aumento de publicaces cientificas

com o termo Lis (Petkovic et al., 2011).

Atualmente os Lls apresentam inUmeras aplicacBes, em contextos como a
separacdo e extracdo de compostos quimicos, como catalisadores, na producdo de
matérias e em tecnologia de andlise e energia (Wang et al., 2005). A sua aplicabilidade
tem vindo a ser cada vez mais investigada, verificando-se um elevado interesse por parte
de diversas areas em usufruir destes compostos, como € o0 caso da quimica, biotecnologia
e industria farmacéutica (Ferraz et al., 2011; Ferraz et al., 2014). Na realidade, o facto de
estes compostos apresentarem uma composicado que pode ser manipulada, adequando-os
e adaptando-os a cada necessidade tem permitido a sua utilizacdo em novos cenarios.
Recentemente, tém vindo a ser descritos LIs com atividade bioldgica, mais uma
especificidade destes compostos para adicionar as anteriormente mencionadas,
permitindo assim, a aplicacdo destes compostos na industria farmacéutica (Ferraz et al.,

2012; Ferraz et al., 2011; Ferraz et al., 2014). Tem sido demonstrado que alguns LlIs

3
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podem atuar como possiveis agentes terapéuticos diminuindo os efeitos adversos dos
tratamentos convencionais atualmente praticados (Frade, Matias, Branco, Afonso, &
Duarte, 2007; Frade et al., 2010; Kumar & Malhotra, 2009; Malhotra, Kumar, Velez, &
Zayas, 2014). Porém, o uso desta classe de compostos nesta area é ainda limitado devido
a escassez de informacdes acerca da sua toxicidade, pureza e biodegradacdo (Marrucho
et al., 2014). Apesar de os LlIs serem considerados como solventes verdes, do ponto de
vista biologico tem sido dado um destaque crescente a outras propriedades, tais como a
biodisponibilidade e toxicidade que sdo importantes determinantes da potencial
aplicabilidade dos LIs como potenciais farmacos em diferentes contextos patoldgicos
(Ferraz et al., 2011).

Em maior detalhe, diversos trabalhos publicados tém demonstrado que os Lls
apresentam um elevado potencial de aplicabilidade para a industria farmacéutica, pois
poderdo superar os obstaculos de formulacdo de IFAs no estado sélido (Ferraz et al.,
2011). Adicionalmente, a necessidade de desenvolver novas terapias eficientes e
inovadoras em diversos contextos patoldgicos, nomeadamente ao nivel da oncologia, é
outra problematica subjacente a industria farmacéutica, com amplo potencial de aplicacédo
dos LIs (Ferraz, et al., 2011).
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1.1 Liquidos l6nicos como Agentes Farmacéuticos Ativos

Os IFAs sdo um dos principais focos de atencdo da medicina moderna, formando a
base de muitos tratamentos inovadores em uso ou em desenvolvimento. Um IFA é
definido como uma ou mais substancias combinadas num produto farmacéutico final, as
quais conjugadas induzem atividade farmacoldgica, ou de outra forma podem ter efeito
direto no diagnostico, cura, mitigacao, tratamento ou prevencao de doengas. Podem ainda
atuar ao nivel do restabelecimento, correcdo ou modificacdo das funcdes fisioldgicas no

ser humano (Stoimenovski, MacFarlane, Bica, & Rogers, 2010).

Os custos associados ao desenvolvimento de novos IFAs € muito elevado, ndo so
devido ao registo da patente, mas também devido ao tempo necessario para o estudo dos
compostos em questdo até que estes sejam aprovados, ao desenvolvimento de novos
procedimentos sintéticos e também ao facto de nem todos os estudos efetuados terem
sucesso (Marrucho et al., 2014; Smiglak et al., 2014).

Atualmente, cerca de 50% dos farmacos disponiveis sdo sais organicos sob a forma
solida. O processo de desenvolvimento de um sal, designado salificacdo, é de extrema
relevancia uma vez que pode influenciar de forma decisiva a sua solubilidade, dissolucéo,

estabilidade e higroscopicidade (Stoimenovski et al., 2010).

Os IFAs podem existir em diversas formas sélidas independentemente da pureza das
substancias que os constituem. Estes podem apresentar-se como polimorfos, solvatos
(hidratados), sais, co-cristais e solidos amorfos. Cada um apresenta as suas proprias
caracteristicas, como propriedades térmicas, mecanicas, fisicas e quimicas bem definidas,
as quais tém uma influéncia direta sobre a solubilidade, taxa de dissolucéo,
biodisponibilidade, higroscopicidade, ponto de fusdo, estabilidade e compressibilidade

do medicamento (Lu, 2012a; Stoimenovski et al., 2010).

A nivel metabdlico os IFAs podem desempenhar varias fun¢des importantes,
podendo atuar como antioxidantes, protegendo as macromoléculas de danos oxidativos,
promover o enrolamento proteico, regular o volume celular, modular rea¢@es bioquimica,
entre outras. Estes também podem possuir varias propriedades farmacéuticas, tais como

acao antimicrobiana, anti-séptica ou anti-incrustante, inibicdo da acetilcolinesterase,
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inibicio da AMP desaminase, antinocicepgdo, anticolinérgica e anticancerigena
(Samshina, Barber, & Rogers, 2013).

() T
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Polimorfos . Sais Co-cristais Amorfos
Hidratos U

Figura 2 - Esquema representativo das estruturas das formas sélidas dos IFAs [adaptado
de Lu, 2012] (Lu, 2012b)

A cristalizacdo € considerada como o ultimo ponto da purificacdo quimica na
producéo de IFAs. Desta forma, verifica-se uma enorme importancia em saber qual a
composic¢do do sélido e qual o seu processo de cristalizacdo de forma a ser desenvolvido

um IFA adequado para 0 medicamento a produzir (Stoimenovski et al., 2010).
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Figura 3 - Abordagem multi-camada para a sele¢do de solidos farmacéuticos. [adaptado
de Lu, 2012] (Lu, 2012b)

Do ponto de vista farmacologico, € apropriado apostar em IFAs sob a forma sélida,
devido a sua pureza, facilidade de manuseamento e fabrico, e ainda devido a sua
estabilidade térmica, porém estes apresentam alguns aspetos menos favoraveis devido a
possibilidade de formacéo de polimorfismos, isto €, farmacos com mais do que uma forma
cristalina, baixa solubilidade, pouca biodisponibilidade e ainda cristalizacdo espontanea
em formas amorfas levando assim a necessidade de se efetuar um rastreio constante de

novas drogas (Marrucho et al., 2014; Stoimenovski et al., 2010).

Desenvolvimentos recentes tém revelado que muitos IFAs conhecidos podem ser
facilmente convertidos em liquidos i6nicos, melhorando dessa forma algumas
caracteristicas, tais como solubilidade e taxa de dissolucéo, o que pode ter um impacto

direto na farmacocinética e farmacodindmica dos farmacos. Estes, uma vez que séo
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farmacologicamente ativos e termodinamicamente estaveis, evitam os problemas
relativos com o polimorfismo e "transformacéo polimdrfica" que esté associada a forma
solida dos IFAs (Stoimenovski et al., 2010).

O estudo de IFAs na forma de LI é uma das opgdes vidveis para a industria
farmacéutica, pois alem de permitir eliminar alguns inconvenientes como o caso dos
polimorfismos, ainda apresenta diversas vantagens potenciais, nomeadamente ao nivel
das propriedades farmacologicas dos compostos, tais como atividade antimicrobiana,

antitumoral e anti-inflamatoria (Stoimenovski et al., 2010).

Estudos revelam, portanto, que o estado liquido em si ndo deve ser ignorado ou até
mesmo descartado, mas sim considerado como uma alternativa as técnicas comuns

associadas a obtencdo de IFAs no estado sélido (Stoimenovski et al., 2010).

1.2 Liquidos I6nicos como antibacterianos

Os LIs que apresentam atividade antimicrobiana sdo por norma ndo volateis, ndo
inflamaveis, com baixos pontos de fusdo, baixa viscosidade e grande estabilidade térmica.
Estas propriedades fisicas podem, em teoria pelo menos, facilitar a sua utilizagdo como
biocidas de superficie (Carson et al., 2009).

Existem inimeros métodos para a determinacdo rigorosa da suscetibilidade
microbiana a antimicrobianos/antibioticos. Estes métodos sdo de extrema relevancia, pois
fornecem dados vitais quanto a sensibilidade ou tolerancia a um determinado biocida ou
antibidtico de forma a serem efetuados tratamentos adequados para as diversas infegdes
microbianas. A maioria destes testes tem-se baseado em ensaios basicos de
suscetibilidade planctonica (concentracdo inibitéria minima (MIC) ou concentracdo
bactericida minima/concentracdo fungicida minima (MBC/MFC), ou técnicas de difusdo
em agar), porém a importancia da avaliacdo da atividade antimicrobiana contra biofilmes

microbianos também tem sido discutida (Carson et al., 2009; Gilmore, 2011).

Neste contexto, tem sido estudado o potencial antimicrobiano de LIs, recorrendo a

diferentes combinacOes de catides e anides. Cole et al. abordaram a atividade
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antibacteriana de Lls, com o catido baseado em imidazdlio ou piridinio e tendo como
anido um antibidtico B-lactdmico. Utilizaram o método da medi¢do da concentracdo
minima inibitéria (MIC) e concentracdo bactericida minima contra E. coli, K.
pneumoniae, S. aureus e E. faecium para quantificar as respetivas propriedades
antimicrobianas. Segundo estes, os LIs melhoraram a atividade antibacteriana em

comparagao com as moléculas de origem (Cole et al., 2011).

De forma semelhante, foram também sintetizados novos LIs baseados ha ampicilina
como anido e avaliada a sua atividade antimicrobiana. Segundo os estudos efetuados
verificou-se a inibicdo do crescimento e propriedades bactericidas para algumas bactérias
sensiveis e resistentes, especialmente, gram-negativas, quando comparadas com a
ampicilina sdédica e os sais de brometo e cloreto iniciais. Os resultados obtidos,
especialmente contra duas estirpes Gram-negativas resistentes, revelam nitidamente um

papel promissor de IFA-LIs como drogas antimicrobianas (Ferraz et al., 2014).

1.2.1 Bactérias e antibacterianos

As bactérias sdo seres unicelulares, isto €, sdo constituidas por uma Unica célula,
porém podem apresentar diversos tamanhos e formas. Apesar da sua constituicao simples,
estas classificam-se de acordo com a sua estrutura, que pode variar desde cocos
(esféricos) a bacilos (forma cilindrica). Na sua constituicdo as bactérias possuem
diferentes componentes, cada um com uma funcao distinta, como ribossomas, citoplasma,
nucleoide, flagelos, membrana celular e parede celular que, do ponto de vista de
sobrevivéncia, é particularmente relevante, uma vez que confere forma e protecdo a
bactéria. A parede celular é composta por peptidoglicano, que é um heteropolissacarideo
composto por dois mondémeros, nomeadamente, N-acetilglucosamina (NAG) e &cido N-
acetil-murdmico (NAM), organizados alternadamente e unidos por ligacGes glicosidicas
B (1—4). Do ponto de vista de caracterizacdo biologica, este componente da parede
celular tem extrema importancia, pois é através deste que é feita a distingdo entre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. As Gram-negativas apresentam uma fina camada de
peptidoglicano que se encontra entre a membrana celular interna e externa; por sua vez,

as bactérias Gram-positivas contém uma camada espessa de peptidoglicano néo
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possuindo assim membrana externa (Kong, Schneper, & Mathee, 2010; Pereira & Pdvoa,
2011); (Silhavy, Kahne, & Walker, 2010).

O crescimento bacteriano divide-se em quatro fases: fase de laténcia, em que ha
uma adaptacdo da bactéria ao meio, fase logaritmica, em que hd& um crescimento
exponencial, fase estacionéria, em que ha paragem da divisao celular e consequentemente
do crescimento bacteriano, e por fim, a fase de declinio em que as bactérias se encontram
em processo de morte celular. O estudo do crescimento bacteriano bem como da
composicdo das bactérias € de extrema relevancia pois auxilia na selecdo do
antibacteriano ou bactericida a utilizar (Silhavy et al., 2010); (Kong et al., 2010); (Pereira
& Povoa, 2011).

Os antibacterianos surgiram em 1928 com Alexandre Fleming. Este, numa das suas
experiéncias, observou que na presenca de um fungo (Penicilium notatum) o crescimento
da bactéria em estudo (Staphylococcus aureus) era inibida (Kong, Schneper, & Mathee,
2010; Pereira & Pdvoa, 2011; Silhavy, Kahne, & Walker, 2010). Portanto, um
antibacteriano é qualquer substancia capaz de combater uma infecdo causada por
microrganismos que causam infecGes a outro organismo. Este termo tem sido
maioritariamente utilizado quando essas substancias atingem bactérias (Pereira & Pdvoa,
2011); (Kong et al., 2010); (Silhavy et al., 2010).

O antibacteriano pode ser bactericida e bacteriostatico, dependendo do seu modo
de atuacdo, isto é, se este causa a morte das bactérias ou se inibe a sua replicacao,

respetivamente (Pereira & Povoa, 2011).

1.2.1.1 Escherichia coli (E. coli)

A E. coli é uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa pertencente a familia
das Enterobactereaceas. Esta, por norma, encontra-se na microbiota intestinal como
habitante comensal do intestino do ser humano podendo também existir noutros animais
(Bertdo & Saridakis, 2007).

Esta bactéria produz diversos tipos de toxinas. As enterotoxinas sao produzidas por

estirpes enterotoxigénicas de E. coli e causam a eliminagdo excessiva de agua e i0es
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levando a uma diarreia liquida. A toxina Shiga é produzida por outra estirpe de E. coli,
nomeadamente, a enterohemorrégica (EHEC) podendo causar diarreia e ulceragdo do
trato gastrointestinal. Por fim, a toxina enteroagressiva (EAEC) é produzida por uma

estirpe agressiva (Bertdo & Saridakis, 2007).

A produgdo de uma ou mais toxinas Shiga, isoladamente, ndo é suficiente para
causar doenga, sendo necessario a existéncia de outros fatores relevantes como a presenca
do plasmidio pO157, que codifica a enterohemolisina e a producédo de adesinas fimbriais
e afimbriais (Bertdo & Saridakis, 2007).

A E. coli apresenta na sua constituicdo flagelos, que sdo estruturas que permitem a
locomocdo da bactéria, pili e fimbrias que permitem a sua fixacao, capsula para a tornar
resistente e proteinas de membrana externa que auxiliam a endocitose (Bertdo &
Saridakis, 2007). E uma das bactérias mais relevantes em algumas condic@es patoldgicas,
tais como, intoxicacdo alimentar, infecdes do trato urinério, apendicite, peritonite,

colecistite septicémia e meningite neonatal (Bertdo & Saridakis, 2007).

1.2.1.2 Staphylococcus aureus (S. aureurs)

A S. aureus é uma bactéria da familia Micrococacea. Esta bactéria faz parte do
grupo dos cocos gram-positivos e é normalmente encontrada nas fossas nasais e na pele
de pessoas saudaveis, porém pode causar patologias que poderdo apresentar diferentes
gravidades, tais como, acne e furinculos, meningite, septicemia entre outras (Santos et
al., 2007).

Geralmente estas bactérias ndo apresentam capsula nem esporos, contudo podem
variar a sua forma desde células esféricas isoladas, cocos aos pares ou até agrupados
(cacho de uva) (Santos et al., 2007).

A distribuicdo de S. aureus é muito ampla, pois € uma bactéria que consegue resistir

a dessecacdo e ao frio, podendo permanecer vidvel por longos periodos em particulas de

poeira (Santos et al., 2007). A resisténcia da S. aureus aos antibidticos tem sido

desenvolvida por mutagdes nos seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de

outras bacterias da mesma espécie (ou de outras espécies). Geralmente, a resisténcia que
11
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ocorre por mutagdo gera uma alteracdo no sitio de acdo do antibidtico, enquanto a
resisténcia por aquisicdo de genes de resisténcia frequentemente envolve a inativagéo ou
a destruicdo da droga, sendo transmitida por plasmideos e transposdes (Santos et al.,
2007).

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade da S. aureus s&o, portanto, uma
consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel relevante na adesao celular,
na captacao de nutrientes e na sua evasdo a resposta imunologica do hospedeiro (Santos
etal., 2007).

1.3 Leveduras — Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sdo fungos unicelulares encontrados em diversos locais, como ar,
solo, plantas, frutos e alimentos. A Saccharomyces cerevisiae é a espécie mais comum de
levedura, sendo conhecida como levedura de padeiro ou da cerveja. Tem um papel
fundamental na producéo de bebidas alcodlicas atraves da fermentacao alcodlica, na qual
produz o etanol, e também na producdo de pdo em que o dioxido de carbono permite o
crescimento deste. Porém, a sua presenca nem sempre é benéfica para o seu humano, uma
vez que sdo um dos elementos responsaveis pela deterioracdo dos frutos e de outros
alimentos (Lee, Park, Wohlgemuth, & Fiehn, 2013); (Branco et al., 2016).

Séo células de facil cultivo e manipulacdo em laboratério que apresentam um
sistema genético simples e de facil manipulacdo, o que as torna um modelo celular
extremamente (til para o estudo de diferentes processos e respostas celulares. Nesse
contexto, apresentam grande relevancia em diversas areas, como, por exemplo, na
investigacdo laboratorial, na inddstria, entre outras. Em particular, a S. cerevisiae tem
sido muito util no estudo de vérias doencas como, por exemplo, a diabetes tipo I, bem
como em diversas analises genéticas e na elucidacdo dos processos subjacentes as
transformacdes neopléasicas (VVoordeckers & Verstrepen, 2015); (Fan, Li, & Chen, 2014;
Grunsteins & Gasser, 2013).

12
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1.4 Resisténcia aos antibacterianos

O uso excessivo de antibioticos e o desenvolvimento da resisténcia aos mesmos é,
atualmente um grande problema para a salde publica. O aumento da resisténcia aos
antibidticos implica um aumento substancial da morbilidade e da mortalidade. Estima-se
que, anualmente, a resisténcia aos antibioticos cause cerca de 50 000 mortes na Europa e
nos EUA e que ndo sendo controlada levard a um aumento da mortalidade para cerca de
10 milhGes de pessoas até 2050 (Ronnerstrand & Sundell, 2015).

H& um crescente reconhecimento de que limitar a resisténcia aos antibidticos esta
longe de ser apenas uma preocupacdo médica, mas sim um problema comportamental e
social. Uma vez que o consumo de antibidticos € o principal motor do desenvolvimento
da resisténcia aos mesmos, é urgente a necessidade de mudangas comportamentais em

larga escala em relacéo a esse consumo (Ronnerstrand & Sundell, 2015).

As doses clinicas de antibidticos administradas conferem uma vantagem seletiva
para bactérias resistentes naturalmente emergentes, levando a ineficacia da droga uma
vez que a descoberta e o desenvolvimento de novos antibidticos tém vindo a estagnar.
Portanto, é de extrema relevancia o desenvolvimento de novas formulagdes, de forma a
suprimir o surgimento de bactérias resistentes aos antibidticos com o repertorio de
antibidticos disponivel ou juntamente com outros substratos quimicos (Suzuki,

Horinouchi, & Furusawa, 2015).

Os avancos recentes nas diversas pesquisas efetuadas permitem identificar
mudancas fenotipicas e genotipicas por parte das bactérias que contribuem para a
aquisicdo de resisténcia a antibiéticos. Por exemplo, o sequenciamento do genoma de
bactérias resistentes aos antibidticos levou a identificacdo de uma série de mutacdes
comuns que contribuem para a sua resisténcia. Esses dados contribuiram para a
identificacdo de mecanismos moleculares de resisténcia e auxiliaram na concecdo de
métodos para controlar o surgimento de microrganismos resistentes aos antibidticos
(Suzuki et al., 2015).

Existem varios alvos possiveis para antibidticos. De um modo geral, podemos

agrupar os mecanismos de ac¢do dos antibidticos em cinco categorias, nomeadamente:

13
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inibicdo da sintese da parede celular, comprometimento da membrana citoplasmatica,
inibicdo da sintese de acidos nucleicos, inibigdo da sintese proteica e acdo antagonista
metabolica. Em geral, existem quatro mecanismos basicos pelos quais a resisténcia ao
farmaco pode ocorrer em bacteérias: alteracdo do alvo antimicrobiano que pode ser devido
a perda completa de afinidade ou diminuigcdo simples, diminuicdo na quantidade de
antimicrobiano que atinge o alvo por reducdo de entrada causada por uma menor
permeabilidade devido a mutacdo porinosa ou por um aumento de saida causado pelo
bombeamento por um transportador de efluxo, presenca de um mecanismo enzimatico
que destroi total ou parcialmente as moléculas antimicrobianas e o desenvolvimento de
uma via metabdlica alternativa envolvendo precursores (Fernandes, Amador, &
Prudéncio, 2013).

A evolugdo das bactérias para a resisténcia a medicamentos antimicrobianos,
incluindo a resisténcia a multiplos medicamentos, é inevitavel pois estas encontram-se
em constante evolucgdo tornando-se cada vez mais complexas. Portanto, o Gnico meio de
lidar com essa situacéo é atrasar o surgimento e posterior disseminacdo das mesmas ou
de genes de resisténcia. A resisténcia aos medicamentos antimicrobianos nas bactérias
pode resultar de mutacGes nos genes estruturais ou reguladores. Porém, as resisténcias
podem ainda resultar da aquisicdo horizontal de informacgdes genéticas estranhas a
bactéria em questdo. Ambas as formas, podem ser associadas ao surgimento e a

disseminacao de resisténcia mais eficiente (Courvalin, 2005).

A disseminacdo da resisténcia antimicrobiana pode ocorrer ao nivel das bactérias
(disseminacao clonal), de replicBes (epidemia de plasmideos), ou de genes (transposdes).
Estes 3 niveis de disseminacgdo, que coexistem na natureza, ndo sao apenas infeciosos,
mas também exponenciais, uma vez que todos estdo associados a duplicacdo de DNA. A
disseminacdo clonal estd associada a replicacdo cromossdmica, conjugacdo de
plasmideos com transferéncia replicativa e migracdo de genes com transposicao

replicativa (Courvalin, 2005).
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Figura 4 - Processo de Resisténcia aos antibidticos (adaptado de (Marshal & Levy, 2004))

Em suma, sdo necessarios mais estudos sobre as complexas interacGes fenotipicas
e genotipicas da resisténcia aos antibidticos que auxiliem o desenho racional de
estratégias para controlar o desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos, salientando
andlises de alto rendimento, como o re-sequenciamento do genoma, do transcriptoma e

subsequente analise metabdlica (Suzuki et al., 2015).

Por altimo, é importante salientar que, de uma forma geral, o organismo humano
consegue gerir grande parte das infe¢Bes, contudo a incorreta administragcdo de
antimicrobianos leva a que estes sejam menos eficientes ou até que ndo desempenhem de
todo a funcdo para a qual sdo utilizados. Assim, é relevante utilizar os mesmos apenas
guando necessarios e num periodo de tempo adequado. Desta forma, verifica-se mais uma
vez a relevancia que constituem os avangos na investigacéo sobre LlIs, pois, devido a sua
capacidade de combinacdo de diferentes constituintes, e de adaptacdo a patologia em
estudo, pode contribuir para uma diminui¢do das resisténcias antibacterianas, e desta
forma potenciar o surgimento de um novo medicamento (Courvalin, 2005; Montagner,
Jacinto, Signoretti, & Gomes, 2014; Suzuki et al., 2015).
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1.5 Antibacterianos

Os antibidticos podem ser naturais ou sintéticos e tém a capacidade de inibir o
crescimento ou mesmo eliminar fungos e bactérias. Quando causam a morte séo
designados por bactericidas, porém quando inibem o crescimento bacteriano s&o
chamados bacteriostaticos (Pereira & PAvoa, 2011).

Os antibidticos abordados sdo os beta-lactdmicos e as fluoroquinolonas.

1.5.1 Beta lactamicos

Os beta-lactdmicos sdo uma classe de antibidticos de elevada importancia devido a
sua excelente eficacia terapéutica e baixa toxicidade. Este grupo define-se pela presenca
de um anel beta-lactdmico, que € composto por trés &tomos de carbono e um de nitrogénio
podendo ainda conter diversos radicais substituintes que o tornam ativo (Figura 5). O anel
beta-lactamico & determinante no mecanismo de resisténcia das bactérias as beta-
lactamases e determina ndo s6 o mecanismo de a¢cdo, nomeadamente a inibicdo da sintese
do peptidoglicano como a sua baixa toxicidade (atuam na parede celular e esta ndo esta
presente nas células eucariotas) (Guimaraes, Momesso, & Pupo, 2010).

Esta familia de antibidticos é bastante heterogénea, pois, apesar de todos conterem o
anel beta-lactdmico na sua estrutura, podem ainda apresentar na sua Composi¢do outras
carateristicas que modificam o seu espetro de acdo e formas de resisténcia bacteriana
(Guimardes et al., 2010).

Existem quatro familias de beta-lactdmicos: o0s carbopenemos, penicilinas,

cefalosporinas e monobactamos (Guimaraes et al., 2010).

‘V.V;IIHHIII
mnnx

|

|

TOH

Anel B-lactamico

Figura 5 - Exemplo de antibidtico Beta-lactamico, penicilina, onde se consegue ver o anel
beta-lactamico.
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1.5.2 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas sdo um grupo de antibiGticos bastante conhecido no
tratamento de varias infe¢bes bacterianas. Estas sdo derivadas do acido nalidixico e
apresentam na sua composicdo um atomo de fldor que é o que as diferencia das
quinolonas (Figura 6) (Hooper, 2001).

Este grupo de antibidticos é considerado bastante toxico,de forma que ao longo
do tempo foram desenvolvidas novas drogas desta classe com um espetro de acdo mais
amplo e melhor cobertura para gram-positivas, porém devido a sua elevada toxicidade
muitas acabaram por ser eliminadas do mercado (Hooper, 2001).

As fluoroquinolonas em uso sdo: ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina,
ofloxacina e delaflocacina (Hooper, 2001).

Estas sdo relevantes em infecdes do trato urinario mas também tem ganho
relevancia ao nivel do trato respiratorio (Hooper, 2001).

A seu mecanismo de agéo parece ocorrer por interacdo da droga com 0 DNA em
que ha o envolvimento de duas enzimas, a DNA girase (gram negativas) e topoisomerase
IV (gram positivas) (Hooper, 2001).

As DNA-topoisomerases mudam o numero de ligagdes no DNA superenrolado
através de quebras transitérias no mesmo. As topoisomerases sdo essenciais para a
viabilidade celular em células procarioticas e eucaridticas. As quinolonas apresentam boa

seletividade para células bacterianas (Hooper, 2001).
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Figura 6 - Exemplo de Fluoroquinolona - ciprofloxacina

17



Estudo da Atividade Antitumoral de Liquidos I6nicos com base em antibiéticos Beta-lactamicos e em

Fluoroquinolonas

1.6 Liquidos I6nicos como agentes antitumorais

E de conhecimento geral que o cancro tem um impacto significativo na satde
mundial, e que requer terapias inovadoras de forma a minimizar ou eliminar os efeitos
colaterais associados as terapias convencionais. Neste contexto, apenas cerca de 10% das
drogas avaliadas em ensaios clinicos séo lancadas no mercado, que € uma taxa de sucesso
muito baixa. Portanto, ha urgéncia em encontrar novos avangos cientificos para gerar
drogas e terapias eficazes, uma vez que o cancro € uma causa importante de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. O desenvolvimento de novos agentes antitumorais com
menor toxicidade e que podem evadir os mecanismos de resisténcia tumoral € um dos
principais objetivos no campo da pesquisa farmacéutica na area da oncologia (Dias,
Rodrigues, Fernandes, Ferraz, & Prudéncio, 2017); (Ferraz et al., 2012; Ferraz et al.,
2011).

Assim, os LIs sdo vistos como possiveis compostos utilizaveis no desenvolvimento
de novos agentes antitumorais, pois apresentam a capacidade de se ajustar e afinar a sua
toxicidade ao adaptar as suas propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas para a
aplicacdo da terapéutica desejada. O surgimento dos LIs de terceira geracéo veio eliminar
os problemas relacionados com os polimorfismos referentes as formas solidas e trazer um
novo caminho para avan¢os medicinais e oncolégicos (Dias et al., 2017); (Ferraz et al.,
2011; Ferraz et al., 2016; Ricardo Ferraz et al., 2015).

Diversos estudos foram efetuados no sentido de verificar a potencial atividade
antitumoral das LlIs, analisando a sua toxicidade em relacéo a linhas celulares humanas
de cancro e comparando-as com linhas celulares humanas saudaveis. A tabela que se
segue revela alguns dos estudos efetuados indicando a importancia dos LIs como agente

antitumoral e a sua agéo nas diferentes linhas celulares.
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Tabela 1 - Estudos da atividade anti-tumoral de LIs em diferentes linhas celulares [adaptado de Dias, A 2017]

1° autor

R. F. M.
Frade

X. Wang

R. A. Kumar

Linha

celular

HT-29
CaCo-2

Hela

MCF-7

Tipo de cancro

Carcinoma do intestino

Cancro cervical

Cancro da mama

Ensaio

experimental

MTT®

MTT

MTT

19

Liquido i6nico

Catides a base de imidazdlio com varias
cadeias laterais: colina, 1-butil-2,3-
dimetilimidazdlio, tetrahexildimetil guanidinio,
trihexiltetradecilfosfonio e trioctilmetilamonio
combinados com diferentes anides: BF4, PFg,
dicianoamida, acesulfame, sacarina e TN
1-alquil-3-metilimidazolio substituido com
etilo, butilo, octil-, benzilo e alil-substituido,
Alquilpiridinio, N-alquil-N, N-dimetil-N- (2-
hidroxietil) aménio (derivados de colina) e sais
de alquiltrietilamdnio
Cianetos de piridinio, piperidinio, pirrolidinio
ou imidazdlio com varios comprimentos de
cadeia de alquilo e anides: brometo, Tf2N, TfO,
NfO
Trés novos ILs hidrofébicos especificos: 1- (3-

cianopropil) -1-metilpiperidinio [(CF3SO2)2N],

Ano de

Publicacéo

2007

2007

2009



V. Kumar

R. F. M.
Frade

S. V.
Malhotra

N. K.
Kaushik

C. Suresh
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NCI60[!

CaCo-2

NCI60[!

T98G
HEK

A375

SH-SY5Y

Leucemia,NSCLC,
cancro SNC, melanoma,
cancro da mama, ovario,

renal e da prostata

Cancro do intestino

Leucemia, NSCLC,
cancro SNC, melanoma,
cancro da mama, ovario,

renal e da préstata

Cancro do cérebro,
cancro do rim
embrionario humano
Melanoma,

neuroblastoma,

MTT

MTT

MTT

MTT

MTT

1-metil-1- [4,5-bis (metiltio) pentil] piperidinio
[(CF3S02)2N] e 1-metil-1- [4,5-bis (metiltio)
pentil] pirrolidinio [(CFsSO2)2N]

Sete ILs baseados em fosfonio e amonia

80 ILs de diferentes classes de catides e anides
com base em imidazdlio, guanidinio, aménio,
fosfonio, piridinio e pirrolidinio
ILs com base em imidazolio com comprimento
variavel da cadeia lateral ou cadeias laterais
funcionalizadas e diferentes anides: [(CF3S02)
2N], BF4, PF6, trifluorotris (1,1,2,2,2-

pentafluoroetil) fosfato, octil sulfato e cloreto

Quatro ILs de amonio e imidazélio

ILs baseados em acido betulinico com catides

como colina e benzalcdnio
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MCF-7 adenocarcinoma da
A431 mama, carcinoma
epidermoide
C. Jing QGY-7701 Hepatocarcinoma WST-1@ Cloreto de 1-metil-3-octimidazélio 2013
T47D Sais de ampicilina como ILs com base em
Cancro da mama, ) L
PC3 ; ) ) catides tetraetilamonio,
prostata, intestino, o ] o o )
R. Ferraz RKO ) MTT trihexiltetradecilfosfonio, cetilpiridinio, colina, 2015
carcinoma hepatocelular, ) o _ ) o
HepG2 1-etil-3-metilimidazolio e 1-hidroxietil-3-
osteosarcoma o
MG63 metilimidazolio
X. Li HepG2 hepatocarcinoma WST-1®) 1-metil-3-octimidazolium bromide 2015

[a] brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio. [b] US National Cancer Institute 60-tumor-célula-linha painel. [c] Carcinoma de pulmao de células
ndo pequenas. [d] 2- (4-lodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil) -2H-tetrazdlio. [e] 2- (2-Metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-disulfofenil) -2H-

tetrazolio.
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Portanto, é possivel concluir que, dependendo da composi¢do/estrutura dos LlIs, a
sua toxicidade vai afetar de forma diferencial os diferentes tipos celulares em que vai

atuar.

1.7 Processo de formacao e desenvolvimento neoplasico

Ao longo do tempo tém sido efetuadas inUmeras pesquisas de forma a tentar
esclarecer o processo de formacéo de neoplasias ou tumores. As neoplasias consistem
em aglomerados celulares que resultam da divisdo de uma célula progenitora. Estas sdo
divididas em dois grupos, consoante o seu potencial de invasibilidade e metastizacdo.
Nesse sentido, existem as neoplasias benignas (localizadas) e as neoplasias malignas,
também designadas por cancro. Estas Gltimas apresentam pior prognostico devido a sua
capacidade de invadir e colonizar tecidos adjacentes (Hanahan & Weinberg, 2011);
(Lupia & Cavallaro, 2017).

O processo de formacao neoplasica € lento, podendo levar anos até que uma célula
normal evolua para uma célula neoplésica. Trata-se de um processo composto por varias
etapas durante o qual as células sofrem alteracdes metabdlicas e comportamentais,
levando-as a proliferar de forma excessiva e a escapar a vigilancia do sistema
imunoldgico, acabando assim por invadir tecidos distantes e formar metastases. Essas
mudancas surgem através da acumulacdo de modificagdes nos genes que controlam a
proliferacdo celular, a sobrevivéncia celular, as relagdes com as células vizinhas e a
capacidade de escapar do sistema imunolégico (Hanahan & Weinberg, 2011; Liao &
Yang, 2017; Lupia & Cavallaro, 2017).

Este processo resulta na formagdo de uma massa de células desreguladas, uma vez
que, estas ndo obedecem as regras que controlam o seu crescimento e comportamento
normal. Essa condicdo pode ser assintomatica por um longo periodo de tempo. Porém,
acabara por prejudicar as fungdes fisioldgicas, dando origem a mdaltiplas consequéncias
clinicas (Hanahan & Weinberg, 2011); (Liao & Yang, 2017).

A formacdo neoplésica tem por base quatro estadios diferentes, nomeadamente,

iniciagcdo, promocao, progressao e metastase. A iniciagdo envolve a alteragdo, mudanca
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ou mutacdo de genes que surgem espontaneamente ou induzidos pela exposi¢cdo a um
agente cancerigeno. As alteragdes genéticas podem resultar em desregulagédo de vias de
sinalizacdo intracelulares associadas a proliferacao, sobrevivéncia e diferenciacdo celular,
que podem ser influenciados por varios fatores, incluindo a taxa e o tipo de metabolismo
cancerigeno e a resposta da funcdo de reparacdo do DNA. A fase de promocdo é
considerada um processo relativamente longo e reversivel no qual as células pré-
neoplasicas que proliferam se acumulam. Contudo, no decorrer deste processo as células
podem ser alteradas por agentes quimiopreventivos afetando assim o0 seu
desenvolvimento e crescimento. A progressdo é a fase que culmina no desenvolvimento
de cancro com potencial invasivo. A progressao € o ponto final da transformacéo
neoplasica, onde ocorrem mudancas genéticas e fenotipicas e proliferacdo celular. Isto
envolve um aumento rapido no tamanho do tumor, onde as células podem sofrer novas
modifica¢bes com potencial invasivo e metastatico. Os agentes quimiopreventivos devem
poder atuar preferencialmente nos processos de iniciacdo e promocao da carcinogénese.
A metastase envolve a disseminacdo de células cancerigenas do local primario para outras
partes do corpo através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico. Sabe-se que 0s
agentes quimiopreventivos inibem a angiogénese (formacéo de novos vasos) e a invasao
de tumores primarios e, portanto, podem ser utilizados para inibir a mestastizacao
(Schreiber, Old, & Smyth, 2011); (Liao & Yang, 2017; Lupia & Cavallaro, 2017).

Atualmente, reconhece-se que o sistema imunolégico desempenha pelo menos
trés papéis distintos na prevencdo do cancro: protege o hospedeiro contra infecdes virais
e, portanto, suprime os tumores induzidos por virus; impede o estabelecimento de um
ambiente inflamatorio que facilite a formacdo do tumor pela eliminacdo de agentes
patogénicos e pela rapida resolucdo da inflamacdo; e elimina as células tumorais em
certos tecidos. Porém, para além de prevenir o surgimento do cancro, este também pode,
em alguns casos, promover a sua progressdo, quer selecionando células tumorais mais
aptas para sobreviver num hospedeiro imunocompetente, quer estabelecendo condicdes
dentro do microambiente tumoral que facilitam a proliferacdo do mesmo (Schreiber et al.,
2011; Zhang & Xu, 2017).
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Figura 7 - Processo da evolucdo tumoral.

Em condicGes normais, os tecidos controlam cuidadosamente a producédo e a
libertacdo de sinais que promovem o crescimento e regulam o ciclo celular, garantindo
assim uma homeostasia do nimero de células e, portanto, a manutencéo da arquitetura e
funcdo normal dos tecidos. No entanto, as células neoplésicas tém a capacidade de
sustentar a sua proliferacdo. Estas desregulam os pontos de controlo do ciclo celular e
tornam-se responsaveis pelo seu proprio destino. Os sinais de aptidao destas células séo
transmitidos em grande parte por fatores de crescimento que se ligam aos recetores da
superficie celular e procedem a emissdo de sinais atraveés de vias de sinalizacdo
intracelulares complexas que, por sua vez, regulam a sua progressao através do ciclo
celular, bem como o seu crescimento. Muitas vezes esses sinais influenciam ainda outras
propriedades biol6gicas celulares, como a sobrevivéncia celular e o metabolismo
energético (Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, & Mukhtar, 2015).
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Figura 8 - Formacao do cancro (adaptado de (Siddiqui et al., 2015))

1.7.1 Vias de sinalizacao

As vias de sinalizacdo sdo geralmente constituidas por proteinas cuja funcdo
primordial se foca na regulacéo dos eventos ao nivel da fisiologia celular, como é o caso
da proliferacdo, migracéo e diferenciacdo celular. Porém, a maioria das proteinas que
participam neste mecanismo de sinalizacdo sao enzimas, biocatalizadores que aumentam
a velocidade das reacfes que ocorrem no interior das células. De entre elas, encontram-
se as quinases, por exemplo, que séo enzimas que catalisam reacdes de fosforilacéo e que
participam em diversas vias de sinalizacdo (Ghosh & Dass, 2016; Rauch, Rukhlenko,
Kolch, & Kholodenko, 2016).

Todas as vias de sinalizagdo tém um objetivo comum, produzir uma resposta
celular a partir de um estimulo, normalmente intracelular, sendo possivel o envolvimento
de mais do que uma via de sinalizacdo neste processo. A desregulacdo das vias de
sinalizacdo celular, causada geralmente por aumento/diminuicdo da atividade ou
expressdao de seus constituintes proteicos, pode levar ao descontrolo de eventos
fisioldgicos e desencadear variados tipos de doengas, incluindo o cancro (McCubrey et
al., 2006).
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MEK

A via de sinalizacdo MEK envolve a atuacdo de um grupo de proteinas com trés
isoformas, nomeadamente, MEK1, MEK1b e MEK2. Estas sdo constituidas por um
dominio quinase catalitico que é rodeado por um dominio N-terminal regulatorio (80
aminoacidos) e uma regido C-terminal mais curta (30 amino&cidos). As proteinas em
questdo coordenam os efeitos intracelulares, atraves da regulacéo da expresséo de varios
genes e, consequentemente, da proliferacdo celular (Grimaldi et al., 2017; Shaul & Seger,
2006).

A via MEK é fundamental para a formacéo e desenvolvimento neoplasico. Neste
contexto, atualmente tem havido um interesse crescente por inibidores desta via de
sinalizacdo, nomeadamente em estudos pré-clinicos e laboratoriais que apoiam a via
MAPK como um alvo viavel para a terapia de alguns tipos de cancro (Grimaldi et al.,
2017; Shaul & Seger, 2006).

NFKB

NF«B é conhecido como um fator de transcricdo necessario para o funcionamento
de quase todas as células num organismo vivo. Este desempenha uma fungdo bem
conhecida na regulacdo das respostas imune e inflamatdria, porém evidéncias crescentes
indicam ter também um papel relevante na oncogénese. O NF«kB regula a expressdo de
genes envolvidos em muitos processos que aparentam ser fundamentais para o
desenvolvimento e progressdo do cancro, como é o caso da proliferacdo, migragédo e
apoptose (Dolcet, Llobet, Pallares, & Matias-Guiu, 2005; Ghosh & Dass, 2016).

De facto, a ativagdo anormal ou constitutiva de NF-kB foi detetada em diversas
neoplasias malignas humanas. Nos Ultimos anos, estdo a ser efetuados numerosos estudos
de forma a elucidar as consequéncias funcionais da sua ativacdo, bem como dos seus

mecanismos de sinalizacdo (Dolcet et al., 2005; Ghosh & Dass, 2016).
JINK

A quinase N-terminal de c-Jun (JNK) é uma proteina quinase ativada pelo stress
e por fatores ambientais como, por exemplo, a radiacdo UV. E um regulador de genes

pro-inflamatorios, de remodelacdo tecidual e da apoptose sendo, portanto, um alvo
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atraente para novas terapias em diferentes contextos patologicos. A via de sinalizacéo
JNK foi caraterizada pela primeira vez como uma proteina quinase ativada pelo stress no
inicio da década de 1990. Apesar do seu potencial como alvo de drogas ter emergido
rapidamente, a utilidade dos inibidores de JNK tem merecido uma atencdo constante e
crescente. Uma das potenciais aplicagdes deste tipo de inibidores € o tratamento de
neoplasias (Bennett, 2006; Zhao, Wang, & To, 2015).

1.8 Planeamento e Objetivos da Tese
Este trabalho tem como objetivo:

1. Estudo da atividade bacteriana de liquidos i6nicos baseados em beta-lactamicos e
fluoroguinolonas.

Nesta parte do trabalho pretende-se determinar se LIs baseados em fluoroquinolonas e
beta-lactdmicos terdo atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

resistentes e sensiveis.

2. Estudo da atividade dos liquidos io6nicos baseados em beta-lactdmicos e

quinolonas em leveduras.

Nesta parte do trabalho pretende-se determinar se LIs baseados em fluoroquinolonas e

beta-lactamicos terdo atividade em leveduras, nomeadamente na S.cerevisiae.

3. Estudo da viabilidade/proliferacdo de determinados liquidos iénicos nas linhas
celulares RKO (neoplasia do cdlon), T47D (neoplasia da mama), MG63
(neoplasia do 0ss0), A459 (neoplasia do pulmao), Hep62 (neoplasia do figado).

4. Compreender o modo de atuacgdo das vias de sinalizacdo nos liquidos i6nicos em
estudo e nas linhas celulares RKO (neoplasia do c6lon), T47D (neoplasia da
mama), MG63 (neoplasia do 0ss0), A459 (neoplasia do pulmdo), Hep62

(neoplasia do figado).
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2. Material e Métodos

Todos os reagentes quimicos usados no decorrer do trabalho laboratorial foram

obtidos comercialmente, com excec¢édo dos LIs analisados.

2.1 Liquidos I6nicos

Os LIs baseados em antibidticos beta-lactdmicos e fluoroquinolonas, indicados na
figura 3, foram produzidos e purificados pelo grupo do Luis C. Branco no Departamento
de Quimica, Requimte — Centro de Quimica Fina e Biotecnologia da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa.
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Figura 9 - Compostos em estudo no presente trabalho.

30



Estudo da Atividade Antitumoral de Liquidos I6nicos com base em antibiéticos Beta-lactamicos e em

Fluoroquinolonas

2.2 Estudo em bactérias e leveduras

As bactérias foram cultivadas e mantidas em meio Tryptic Soy Agar (TSA -
VWR®). Posteriormente, foram incubadas em ambiente aerébio durante 24 horas a uma
temperatura de 37° C, antes de cada teste (Estufa Binder®).

Sempre que necessario, o crescimento das bacteérias foi feito em Tryptic Soy Broth
(TSB - VWR®) a 37° C em estufas Incubating Orbital Shaker VWR®. As culturas foram
sempre repicadas, de forma a garantir que, em todos 0s ensaios, as bactérias fossem
provenientes de culturas frescas. De salientar que a manipulacdo das culturas foi sempre

realizada sob a metodologia da técnica asséptica (Russel & Hugo, 1998).

No que respeita as leveduras, estas foram cultivadas em meio YEPD e incubadas
a 37°C em estufas Incubating Orbital Shaker VWR®. As culturas das mesmas foram
sempre repicadas, de forma a garantir que, em todos os ensaios, as leveduras fossem
originarias de culturas frescas. A manipulagdo das culturas foi sempre realizada

recorrendo a técnica asséptica.

2.2.1 Preparacao das Solugdes

Inicialmente, foram preparadas solu¢6es de 50 mM de cada um dos compostos em
estudo. Devido as suas carateristicas quimicas nem todos os LI foram solGveis em agua,
assim sendo utilizou-se o dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente de alguns dos
compostos, tal como descrito na tabela IV. Ap6s esterilizacdo da solucdo pelo filtro de
seringa de porosidade 0,2um - VWR® e recorrendo-se sempre a técnica asséptica,
preparararam-se concentracbes consecutivamente 10x mais diluidas tal como
representado pela tabela V. As concentracdes finais foram 50 mM, 5 mM, 0,5 mM, 0,05
mM e 0,005 mM. Por fim, as solu¢des foram armazenadas no frigorifico a -20°C, sendo,

posteriormente descongeladas a temperatura ambiente quando necessarias.

2.2.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)

Os valores de MIC foram determinados em triplicado, pelo método de
microdiluicdo, utilizando microplacas de 96 pocos, de acordo com a metodologia do CLSI
(NCCLS. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically; Approved Standard) (Seter, Thomson, Chong, MacFarlane, & Forsyth,
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2013). Segundo a bibliografia os MIC serdo mais baixo pela técnica de diluicdo em tubo
do que pela técnica de difusdo em agar (Cole et al., 2011; Ledeti et al., 2015).

Com o objetivo de obter uma suspenséo bacteriana de densidade igual a da solucéo
padrdo McFarland 0,5, foram selecionadas coldnias de bactérias através da repicagem das
culturas frescas. As coldnias selecionadas foram transferidas para tubos de ensaio que
continham meio de cultura TSB. O ajuste da densidade foi obtido por espectrofotometria,
sendo que a absorvancia para uma solucdo padrao McFarland 0,5, se encontrou entre 0,08
e 0,10, a um comprimento de onda de 625 nm (Seter, Thomson, Chong, MacFarlane, &
Forsyth, 2013).

As suspensdes resultantes apresentaram valores entre 1x10% a 2x10® unidades
formadoras de coldnias (UFC) ml. Aproximadamente 5000 a 25 000 UFC de bactérias
foram expostas ao composto (Nowakonsky et al., 2013).

Prepararam-se cinco solugdes stock com concentragdes diferentes, 50 mM, 5 mM,
0,5 mM, 0,05 mM e 0,005 mM. Destas cinco solugdes stock os microrganismos seriam
expostos a solucBes 100 vezes mais diluidas. Quando necessario foram testados em
concentracdes superiores. Para além das concentracdes ja referidas, foram ainda

incluidos, um controlo positivo (suspensao bacteriana e TSB) e um branco (apenas TSB).

O volume final em cada poco foi de 200ul. Em todos os ensaios, o volume de
suspensdo bacteriana (2ul) e de composto (2ul), variando apenas o volume de meio

adicionado em cada pogo.

O MIC foi determinado como sendo a menor concentracdo que nao apresentou
turbidez apds incubacdo (24h a 37°C) (Seter et al., 2013). A presenca de turbidez deu a
indicacdo de crescimento microbiano e a correspondente concentracdo de agente

antibacteriano sera considerada ineficaz.

2.3 Estudos em linhas celulares

A atividade anti-tumoral dos LlIs sintetizados foi avaliada nas linhas celulares
tumorais RKO (neoplasia do célon), T47D (neoplasia da mama), MG63 (neoplasia do
0ss0), A459 (neoplasia do pulmé&o), Hep62 (neoplasia do figado).

Culturas de fibroblastos gengivais humanos foram utilizadas como controlo.
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A linhas celulares tumorais em estudo foram obtidas na American Type Culture
Collection (ATCC). As condigdes de cultura e todos os procedimentos referentes a esta

seguiram os metodos descritos por Costa et al. (Costa et al., 2014).

2.3.1 Culturas celulares

Os fibroblastos de gengiva foram obtidos a partir de explantes provenientes de
dadores saudaveis, ap6s consentimento informado. As linhas celulares tumorais foram
obtidas na American Type Culture Collection (ATCC). As condicdes de cultura e todos
os procedimentos referentes a esta seguiram os métodos descritos por Costa et al. (Costa
etal., 2014)

As células foram cultivadas em meio a-MEM (a-modified Minimum Essential
Medium), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), 100 IU/mL de penicilina,
2,5ug/mL de estreptomicina, 2,5ug/mL de anfotericina B e 50ug/mL de acido ascorbico.
As culturas celulares foram incubadas a 37°C numa incubadora com atmosfera
humidificada com 5% de CO». O meio de cultura utilizado foi renovado duas vezes por
semana. Quando se atingiu uma confluéncia celular de cerca de 70-80%, as células
aderentes foram destacadas enzimaticamente com uma solucdo de 0,05% tripsina e
0,5mM acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Posteriormente, as células foram

semeadas em placas de cultura de 96 pocos, a uma densidade de 10* células/cm?.

No dia seguinte, 0 meio de cultura foi renovado e suplementado com diferentes
concentragdes dos diferentes Lls (10°-10"2M), e as células foram mantidas durante 3 dias
nas mesmas condigOes descritas anteriormente. Quando indicado, as culturas celulares
foram suplementadas simultaneamente com os Lis e com diferentes inibidores de vias de

sinalizacdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Vias de sinalizagdo em estudo, inibidor e concentragdo utilizada.

Via de sinalizagéo Inibidor Concentragéo
MEK U0126 1uM

NFkB PDTC 10 uM

JNK SP600125 10 uM
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O comportamento celular foi caracterizado aos dias 0, 1 e 3 através da quantificacdo

da viabilidade/proliferacdo celular.

2.3.2 Quantificacédo da viabilidade/proliferacéo celular

Para avaliar a viabilidade/proliferacdo celular recorreu-se ao ensaio colorimétrico
MTT. O ensaio em questdo tem por base a reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) num produto roxo, o formazano. Esta reagdo ocorre no
interior das mitocondrias de celulas vidveis. Para tal, as culturas foram incubadas a 37°C
com 0,5 mg/mL de MTT durante 3h. Ap0s a incubacao, o meio de cultura foi removido.
Posteriormente, foram adicionados 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO), de forma a
promover a dissolucdo o produto roxo formado, e foi efetuada a leitura da absorvancia no
leitor de placas de ELISA a 550 nm (Synergy HT, Biotek).

2.3.3 Determinacéo dos valores de 1C50

Os valores da concentragdo minima inibitéria (IC50) foram obtidos pela anélise
da regressdo ndo linear das curvas de concentracao-efeito. O valor de IC50 é a resposta
correspondente a 50% do controlo, sendo utilizada para medir a eficacia do composto na

inibicdo de qualquer funcéo bioquimica ou bioldgica.

2.4 Andlise Estatistica

Para avaliar a significancia das curvas de crescimento com e sem composto, foi
utilizado o software estatistico GraphPad Prism, opcdo Dose- response- X is log (dose),

analyse xy analysis e non linear regression.
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3. Resultados

Fluoroquinolonas

3.1 Avaliacéo da Concentracdo Minima Inibitéria em Bactérias

Com o objetivo de caraterizar a atividade antibacteriana, foram analisadas as taxas

de crescimento das bactérias. Estas foram determinas na presenca de liquidos idnicos com

atividade bioldgica.

Tabela 3 - Tabela representativa das taxas de crescimento das bactérias ATCC 6593,

MRSA, ATCC 25911, CTX M2, CTX M9.

BACTERIAS
Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 6593 MRSA ATCC 25911 | CTXM2 | CTXM9
[C2OHMIM] Sem MIC na Sem MIC na Sem MIC na
[AMX] gama de gama de gama de
. . . 50 pM 50 uM
concentragoes concentragbes | concentragdes
testadas testadas testadas
[CH] [AMX] Sem MIC na
gama de
. 0.5uM 0.5uM 500 uM 500 uM
concentracoes
testadas

No que respeita as bactérias da estirpe das Staphylococcus aureus o composto

[C2OHMIM] [AMX] ndo mostra atividade em nenhuma das espécies, pois apresenta

crescimento em todas as concentracdes, porém o composto [CH] [AMX] é ativo na
espécie MRSA.

No caso das bactérias da estirpe da Escherichia coli o composto [C;OHMIM]
[AMX] tem atividade na estirpe CTX M2 e CTX M9 e o composto [CH] [AMX] ¢ ativo

em todas as espécies testadas.
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3.2 Avaliacdo da Concentragdo Minima Inibitoria em Leveduras

Com o objetivo de caraterizar a atividade das leveduras, foram analisadas as suas
taxas de crescimento no teste de microdiluicdo. Esta atividade foi determinada na

presenca de liquidos idnicos com atividade biologica.

Tabela 4 - Tabela representativa das taxas de crescimento da levedura S. cerevisiae.

S.cerevisiae Concentra¢do minima inibitdria

[TMGH] [AMP] 500uM

[DBUH][AMP] 0.5 uM

[TMGH][NOR] 500 uM

[DBUH][NOR] Sem MIC na gama de concentragdes
testadas

[TMGHI][CIP] 50 uM

[DBUH ][CIP] Sem MIC na gama de concentragdes
testadas

No que respeita a S. cerevisiae os compostos [TMGH] [AMP], [DBUH][AMP],
[TMGH][NOR] e [TMGH][CIP] séo ativos.
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3.3 Viabilidade/ Proliferacéo Celular

As culturas celulares foram tratadas com os diferentes LIs e com base na

viabilidade/proliferacdo celular observada em cada condi¢do experimental, foram

calculados os valores de IC50 aos dias 1 e 3, como mostram as tabelas 5 e 6,

respetivamente.

Tabela 5 - Valores de IC50 obtidos ap6s 1 dia de cultura

Dial
IC50 /uM
Composto/ | Fibroblastos RKO T47D MG63 Ab549 Hep62
Linha
Celular
[TMGH] . . . .
[AMP] 1441 ) ) ) 781,8 )
[DBUH] NC a 2,894 NC
[AMP] 0,5604 ) : 840,3
[TMGH] a a a a a
INOR] ) ) ) ) ) 160,4
[DBUH] .
INOR] 430,4 142,5 2543 10,64 ) 90,06
[TMGH] a a NC a
[CIP] ) ) 3459 276,7 )
[DBUH] NC 6,046 30,66 a
(CIP] : : 6,185 6,049 )

a) ndo determinado na gama de concentragdes testadas; NC- N&o conforme
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Tabela 6 - Valores de 1C50 obtidos ao 3° dia de cultura

Dia 3
IC50 /uM
Composto/ | Fibroblastos RKO T47D MG63 Ab549 Hep62

Linha

Celular
[TMGH]

[AMP] 5,659 a) NC NC 9,443 a)
[DBUH]

[AMP] 3,128 a) NC NC 392 NC
[TMGH]

[NOR] a) a) a) a) 139,6 a)
[DBUH]

[NOR] 0,7829 a) a) 112,5 353,5 a)
[TMGH]

[CIP] a) 394,7 364,3 a) a) NC
[DBUH]

[CIP] 340,6 a) 554,4 a) a) 4441

a) ndo determinado na gama de concentragdes testada; NC- N&o conforme

Apbs analise dos resultados observa-se que os diferentes LIs apresentaram efeitos
diferenciais nas diferentes linhas celulares, e nos diferentes periodos de cultura testados.
Em relacdo ao dia 1 (tabela 5), apenas o composto [DBUH] [NOR] apresentou uma
citotoxicidade mais elevada nas linhas celulares, quando comparado com os fibroblastos
(exceto no caso a linha celular T47D, para a qual apresentou menor citotoxicidade). Na
tabela 5, apresenta-se o comportamento das diferentes culturas celulares suplementadas
com o LI [DBUH] [NOR].
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Quanto ao dia 3 (tabela 6), os resultados obtidos, juntamente com a incapacidade
de determinar vérios valores de IC50 sugerem que nenhum dos LIs apresenta uma maior

citotoxicidade para as células tumorais.

Atendendo a estes resultados, parece que a presenca do catido DBUH terd mais
atividade.

O aumento do tamanho e forma do anel biciclico também parece ajudar nesta

atividade.
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Figura 10 - Graficos ilustrativos dos resultados obtidos pelo composto [DBUH] [NOR] ao dia 1 e

aodia3
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3.4 Vias de sinalizacgéo Celular utilizadas no estudo da atividade celular
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Apos terem sido determinados os valores de IC50 para os diferentes Lls, foi

efetuada uma caraterizacdo da modulagéo de diferentes vias de sinalizagdo por parte dos

mesmos. Para tal, as culturas celulares foram tratadas com diferentes inibidores dessas

vias de sinalizacdo, e a resposta celular foi avaliada em funcéo da viabilidade/proliferacdo

celular, avaliada aos dias 1 e 3.

Tabela 7 - Caracterizacdo da influéncia de algumas vias de sinalizacdo na
viabilidade/proliferacdo da linha celular dos fibroblastos.

Dia 3

Inibidores das Vias

Compostos/ Linha

Fibroblastos

de Sinalizacao Celular
U 98.7%
P Controlo 54.9%
SP 91.7%
0,
ILDJ [TMGH] [AMP] 2;;"02
SP 0.5uM 84.9%
U 86.8%
P [DBUH] [AMP] 40.9%
SP 50uM 106.7%
U 95.6%
P [TMGH] [NOR] 34.8%
SP 0,5mM 96.8%
U 96.6%
P [DBUH] [NOR] 60.3%
SP 0,5mM 84.6%
U 98.6%
P [TMGH] [CIP] 45.1%
SP 0,5mM 116%
U 86.5%
P [DBUH] [CIP] 49.7%
SP 5uM 115.3%
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Na auséncia de LlIs, ao dia 3 os inibidores U0126 e SP600125 aparentaram néo
afetar significativamente a resposta celular dos fibroblastos; por outro lado, o inibidor
PDTC promoveu uma diminuicdo da viabilidade/proliferacdo celular. Na presenca do
liquido i6nico [TMGH] [AMP], a suplementacdo com PDTC causou uma diminuicao
adicional da resposta celular. Também na presenca do LI [DBUH] [AMP], a
suplementacdo com PDTC causou uma diminuicdo adicional da resposta celular. Por sua
vez, na presenca dos liquidos ionicos [TMGH] [NOR], [DBUH] [NOR], [TMGH] [CIP]
e [DBUH] [CIP] se verificou que a suplementacdo com PDTC causou uma diminuigdo

adicional da resposta celular.
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Tabela 8 - Caracterizagdo da influéncia de algumas vias de sinalizagdo na
viabilidade/proliferacéo da linha celular RKO.

Dia 3
Inibidores das Vias Compostos/ Linha RKO
de Sinalizacao Celular
U 87.5%
P Controlo 95.7%
SP 64%
J [TMGH] [AMP] 96.9%
P 0.5uM 87.9%
SP ’ 84.4%
U 115.6%
P [DBUH] [AMP] 116.3%
SP 50pM 110.1%
U 108.9%
P [TMGH] [NOR] 73.4%
SP 0,5mM 102.9%
U 83.7%
P [DBUH] [NOR] 91.8%
SP 0,5mM 92.6%
U 112.8%
P [TMGH] [CIP] 106.6%
SP 0,5mM 107.3%
U 103.9%
P [DBUH] [CIP] 126.3%
SP 5uM 123.7%

Na auséncia de LlIs, ao dia 3 os inibidores U0126 e PDTC mostraram ndo afetar a
resposta celular dos fibroblastos, porém, o inibidor SP600125 possibilitou uma
diminuicdo da viabilidade/proliferacdo celular. Na presen¢a do LI [TMGH] [AMP], a
suplementacdo com SP600125 causou uma diminuicao adicional da resposta celular. Na
presenca do LI [DBUH] [AMP] verificou-se que nenhum dos inibidores parece afetar
significativamente a resposta celular. Por sua vez, quando [TMGH] [NOR] presente a
suplementacdo com PDTC causou uma diminui¢do adicional na resposta celular. O
liquido i6nico [DBUH] [NOR] quando presente mostrou diminuicdo adicional na resposta
celular com suplementacao por U0126. No caso do LI [TMGH] [CIP] verificou-se que
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nenhum dos inibidores afetou significativamente a resposta celular bem como no caso do
LI [DBUH] [CIP].

Tabela 9 - Caracterizacdo da influéncia de algumas vias de sinalizacdo na
viabilidade/proliferacéo da linha celular T47D.

Dia 3
Inibidores das Vias Compostos/ Linha
o T47D
de Sinalizacao Celular

U 101.8%

P Controlo 93%
SP 82.9%

0,

ILDJ [TMGH] [AMP] 2:202
SP 05uM 71.3%
U 97.4%

P [DBUH] [AMP] 53.9%
SP 50uM 82.1%
U 71.8%

P [TMGH] [NOR] 48.9%
SP 0,5mM 65.7%
U 73.7%

P [DBUH] [NOR] 78.9%
SP 0,5mM 65.5%
U 125.4%
P [TMGH] [CIP] 127.7%
SP 0,5mM 110.4%
U 96.7%

P [DBUH] [CIP] 75.4%
SP 5uM 105.9%

Na auséncia de liquidos i6nicos ao dia 3 os inibidores U0126 e PDTC mostraram
ndo afetar a linha celular dos fibroblastos, porém o inibidor SP600125 promoveu uma
diminuicdo da viabilidade/proliferacdo celular. Na presenca do LI [TMGH] [AMP] a
suplementacdo com SP600125 causou uma diminuicdo adicional da resposta celular. Por
sua vez, na presenca dos liquidos ionicos [DBUH] [AMP] e [TMGH] [NOR] a
suplementacdo com PDTC causou uma diminuic¢do adicional da resposta celular. No caso
do [DBUH] [NOR], foi a suplementagdo com SP600125 que causou uma diminuigéo
adicional da resposta celular. Na presenca do LI [TMGH] [CIP] nenhuma das vias teve
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relevancia. Por fim, na presen¢a do LI [DBUH] [CIP] a suplementa¢do com PDTC causou

diminuig&o adicional da resposta celular.

Tabela 10 - Caracterizacdo da influéncia de algumas vias de sinalizagdo na
viabilidade/proliferacéo da linha celular MG63.

Dia 3
Inibidores das Vias Compostos/ Linha MG63
de Sinalizacao Celular

U 117.9%
P Controlo 119%
SP 91.4%
J [TMGH] [AMP] 133.9%
P 0.5uM 106.1%
SP ’ 91.7%
U 110.8%
P [DBUH] [AMP] 113.3%
SP 50puM 107.4%
U 107.2%
P [TMGH] [NOR] 93.5%
SP 0,5mM 144.7%
U 99.7%
P [DBUH] [NOR] 104.7%
SP 0,5mM 106.5%
U 123.4%
P [TMGH] [CIP] 113.5%
SP 0,5mM 95.9%
U 114.5%
P [DBUH] [CIP] 119.5%
SP 5uM 123.8%

Na auséncia de LlIs, ao dia 3 apenas o inibidor SP600125 aparentou promover uma
diminuicdo da viabilidade/proliferacdo celular. Na presenca do liquido ionico [TMGH]
[AMP], a suplementagdo com SP600125 causou uma diminuicdo adicional da resposta
celular. Na presenca do LI [DBUH] [AMP], nenhum dos inibidores causou uma
diminuicdo adicional da resposta celular. Por sua vez, na presenca do liquido idnico

[TMGH] [NOR], a suplementacdo com PDTC promoveu uma diminui¢do da resposta
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celular. No caso do LI [DBUH] [NORY], nenhum dos inibidores mostrou ter relevancia na
resposta celular. No caso do LI [TMGH] [CIP], a suplementacdo com SP600125
promoveu uma diminuicdo adicional da resposta celular. Por fim, na presenca do LI

[DBUH] [CIP] nenhum dos inibidores se mostrou relevante na resposta celular.

Tabela 11 - Caracterizagdo da influéncia de algumas vias de sinalizagéo na
viabilidade/proliferacédo da linha celular A549.

Dia 3
Inibidores das Vias Compostos/ Linha A459
de Sinalizacao Celular
U 94.2%
P Controlo 86.7%
SP 100.5%
0,

ILDJ [TMGH] [AMP] g;‘goﬁ
Sp 0.5uM 86.4%
U 99.8%
P [DBUH] [AMP] 100.2%
SP 50uM 113.9%
U 93.8%
P [TMGH] [NOR] 95.4%
SP 0,5mM 73.6%
U 77.5%
P [DBUH] [NOR] 111%
SP 0,5mM 93.9%
U 113.9%
P [TMGH] [CIP] 102.9%
SP 0,5mM 106.6%
U 106.7%
P [DBUH] [CIP] 105.8%
SP 5uM 108.3%

Na auséncia de Lls, ao dia 3 o inibidor PDTC promoveu uma diminui¢do da
viabilidade/proliferacdo celular. Na presenca do liquido i6nico [TMGH] [AMP], a
suplementacdo com SP600125 causou uma diminuicdo adicional da resposta celular. Na

presenca do LI [DBUH] [AMP], nenhum dos inibidores testados afetou a resposta celular.
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Na presenca do LI [TMGH] [NOR], a suplementacdo com SP600125 promoveu uma
diminuicdo adicional da resposta celular. Por sua vez, na presenca do LI [DBUH] [NOR]
a suplementacdo com U0126, causou uma diminui¢do adicional da resposta celular. Por
fim, na presenca dos liquidos iénicos [TMGH] [CIP] e [DBUH] [CIP] nenhum dos

inibidores teve relevancia na resposta celular.

Tabela 12 - Caracterizagdo da influéncia de algumas vias de sinaliza¢do na
viabilidade/proliferacédo da linha celular Hep62.

Dia 3
Inibidores das Vias Compostos/ Linha Hep62
de Sinalizacao Celular

U 97.9%
P Controlo 91.7%
SP 70.3%
v [TMGH] [AMP] 113.5%
P 0.5uM 100.8%
SP ’ 73.2%
U 92.4%
P [DBUH] [AMP] 83.4%
SP 50uM 70.3%
U 82.4%
P [TMGH] [NOR] 83.7%
SP 0,5mM 68.4%
U 75.1%
P [DBUH] [NOR] 83.8%
SP 0,5mM 72.5%
U 100.5%
P [TMGH] [CIP] 11.4%
SP 0,5mM 86.8%
U 108. 2%
P [DBUH] [CIP] 99%
sp 5uM 93.9%

Na auséncia de Lls, ao dia 3 os inibidores U0126 e SP600125 aparentaram nao
afetar significativamente a resposta celular dos fibroblastos; por outro lado, o inibidor
SP600125 promoveu uma diminuicéo da viabilidade/proliferacéo celular. Na presenca do
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LI [TMGH] [AMP] a suplementagdo com SP600125 causou uma diminuigédo adicional
da resposta celular. Por sua vez, na presenca do liquido i6nico [DBUH] [AMP], a
suplementacdo com SP600125 possibilitou uma diminuicao adicional da resposta celular.
Na presenca do LI [TMGH] [NOR], a suplementacdo com SP600125 promoveu uma
diminuicdo adicional da resposta celular. No caso do [DBUH] [NOR], foi a
suplementacdo com SP600125 que causou uma diminuicdo adicional da resposta celular.
Na presenca do LI [TMGH] [CIP], foi a suplementacdo com PDTC que promoveu uma
diminuicdo adicional da resposta celular. Por fim, na presenca do LI [DBUH] [CIP] a

suplementacdo com SP600125 causou diminuicdo adicional da resposta celular.
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Figura 11 - Gréficos ilustrativos dos resultados obtidos relativamente as vias de sinalizacdo pelo

composto MD ao dia 1 e ao dia 3.
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4.Discussao

Bactérias

De forma a quantificar a atividade bacteriana dos compostos em estudo, procedeu-
se a determinacdo da concentragdo minima inibitéria. Dos compostos testados (tabela 3),
e pelos resultados obtidos, verificamos que o composto [CH][AMX] apresenta melhores

resultados para as bactérias em estudo do que o composto [C2OHMIM] [AMX].

No que respeita a familia dos Staphylococcus apenas o [CH][AMX] apresenta
atividade na estirpe MRSA. Este facto, pode dever-se a constituicdo destas bactérias, pois
sdo compostas por peptidoglicano. O peptidoglicano funciona como barreira de protecédo

para entrada e saida de nutrientes e outros componentes.

Por sua vez, as gram negativas apresentam na membrana o LPS, que Ihes permite
manter a integridade estrutural e protege as bactérias de possiveis ataques quimicos, isto
é, as bactérias tém a capacidade de reconhecer alguns componentes ao tentarem penetrar
na bactéria e impedem a sua entrada. No caso das gram — o composto [CH][AMX] foi
ativo em todas as espécies testadas.

Também existe uma outra razdo plausivel que justifique os resultados com o
composto em questdo, uma vez que, a colina é um nutriente essencial ao metabolismo

celular e se encontra em lipidos, que por sua vez, se encontram na membrana celular.

O composto [C2.OHMIM] [AMX] nédo apresenta atividade na familia dos
Staphylococcus, porém, apresenta atividade em duas das espécies da E.coli. Neste caso,
apesar deste composto ser mais toxico que o anterior pode concluir-se que a combinacgéo
entre o catido e o anido pode ndo ser a mais indicada, pois a amoxicilina, sendo um beta-
lactdmico capaz de inibir a sintese da parede celular ndo conseguiu ter atividade em
nenhuma das espécies gram positivas. Porém, como nas gram negativas a parede celular

€ menos espessa ja podera justificar a presenga de atividade deste composto.

Tendo em conta os resultados apresentados, verifica-se que 0 composto
[CH][AMX] poderéa ser uma opg¢éo viavel na conquista de tratamentos inovadores para o

cancro.
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Leveduras

Como ja sabemos a S.cerevisiae € uma levedura bastante relevante a nivel
laboratorial, pois é um eucariota simples de facil cultivo e manipulacdo. Esta ja foi usada
em diferentes estudos e auxiliou na pesquisa de varias doengas bem como, no estudo de
pormenores cientificos ao nivel da genética. Dos seis compostos em estudo, quatro
mostraram viabilidade no estudo com esta levedura o que revela que esta podera ser um
possivel caminho a seguir para atingir novos objetivos na area da investigacdo. Os quatro
compostos que reagiram foram [TMGH] [AMP], [DBUH] [AMP], [TMGH] [NOR] e
[TMGH] [CID].

No que respeita ao anido verificou-se que o facto de ser beta-lactamico ou uma
fluoroquinolona n&o influenciou, uma vez que nos quatro compostos obtidos os resultados
estdo equilibrados nesse aspeto. Porém ao nivel do catido, 0 TMGH™ parece ser melhor
opcao. Segundo a literatura ambos os anides tém a mesma funcionalidade e carateristicas
bastante similares, sendo que este tem a vantagem se ser economicamente mais favoravel

relativamente ao DBUH".

Viabilidade/ Proliferagdo celular dos LIs baseados em Beta-lactamicos e

Fluoroquinolonas

Um dos objetivos do presente trabalho experimental foi avaliar o efeito de LIs
baseados em beta-lactamicos e fluoroquinolonas na viabilidade/proliferacdo de diferentes
linhas celulares tumorais. Os resultados obtidos foram tratados matematicamente, de

forma a serem determinados os respetivos valores de 1C50.

De um modo geral, a maior parte dos compostos estudados apresentou uma
toxicidade igual ou superior para as células ndo neoplasicas que foram utilizadas como
controlo (fibroblastos de gengiva). De facto, de entre todos os Lls testados, apenas o
composto [DBUH] [NOR] induziu uma resposta celular que se traduziu num valor de
IC50 significativamente mais baixo para varias linhas celulares tumorais (todas as
analisadas, com excecdo da linha celular T47D), quando comparado com o obtido com
os fibroblastos de gengiva. Uma vez que o parametro 1C50 diz respeito a concentracdo

minima necessaria para promover uma inibig&o do crescimento de 50%, dai se depreende
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que quanto mais baixo for este valor, maior serd a citotoxicidade do respetivo composto
quimico. Sendo assim, o composto [DBUH] [NOR] aparentou ser mais toxico para varias

linhas celulares tumorais do que para os fibroblastos.

O [DBUH] [NOR] € o composto mais promissor neste estudo, sendo que, a
presenca do catido DBUH parece ajudar no aumento da toxicidade para as células
tumorais. Também a presenca de um anel biciclico parece ajudar no aumento desta

atividade bioldgica.

Estudo das Vias de sinalizacdo implicadas no comportamento das diferentes linhas

celulares.

Apds se ter caracterizado o potencial citotoxico dos diferentes LIs, procedeu-se a
uma avaliagdo do efeito que os mesmos tém na modulagdo de diferentes vias de
sinalizacdo importantes para a formacédo e desenvolvimento neoplésico, nomeadamente,
as vias MEK, NFkB e JNK. Para tal, as culturas celulares foram tratadas com diferentes
inibidores de vias de sinalizacdo, e mantidas na auséncia ou presenca dos Lis. Foi possivel
observar que os diferentes LIs apresentaram efeitos diferenciais nas vias de sinalizagéo
analisadas. Globalmente, no caso dos fibroblastos, o efeito mais evidente foi ao nivel da
via NFkB, que aparentou adquirir relevancia no comportamento celular na presenca de
todos os LIs testados, com excecdo do [DBUH] [NOR]. Quanto a linha celular RKO, o
efeito mais evidente ocorreu ao nivel da via JNK, que aparentou perder relevancia quando
as culturas celulares foram suplementadas com os LlIs. Considerando a linha celular
TA7D, os diferentes LIs promoveram de forma diferencial um aumento da relevancia das
3 vias de sinalizacdo testadas. Em relacdo a linha celular MG63, ndo se verificou uma
modulagéo significativa das vias de sinalizagdo analisadas. Uma situagéo semelhante foi
observada genericamente na linha celular HepG2, apesar de neste caso 0 composto
[TMGH] [NOR] e o composto [DBUH] [NOR] terem provocado um aumento do
contributo das vias JINK e MEK, respetivamente. Por Gltimo, as principais vias afetadas
pelos LlIs, no caso da linha celular HepG2 foram as vias MEK e NFkB, cujo papel na
resposta celular foi aumentado aquando da suplementagdo com os LIs [DBUH] [AMP],
[TMGH] [NOR] e [DBUH] [NOR].
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Considerando o LI que apresentou uma maior citotoxicidade especifica contra as
células tumorais, o composto [DBUH] [NOR], observou-se que o seu efeito pode ser
explicado, pelo menos parcialmente, pela sua capacidade de modular a via de sinalizagédo
MEK.

Segundo alguns estudos efetuados, verificou-se que muitos cancros humanos
apresentam hiperativacdo da via MAPK, mais comumente através de mutacGes em genes
como RAS, BRAF, CRAF ou MEK1. Cerca de 30% de todos os cancros humanos,
incluindo cerca de 90% do cancro de pancreas e 45% dos casos de cancro colorretal,
apresentam mutacOes ativadoras em genes da familia RAS (HRAS, K-RAS e N-RAS),
sendo K-RAS a isoforma mutante mais frequente (Rauch et al., 2016). Os componentes
desta via sdo, portanto, compostos muito atraentes para o desenvolvimento de possiveis
medicamentos antitumorais.

De um modo geral, verificou-se que este trabalho apresenta compostos com
potencial de poderem vir a tornar-se possiveis medicamentos para o tratamento de
doencas oncoldgicas e assim evitar a exposicdo dos doentes a tratamentos agressivos
como a quimioterapia. Porém, mais estudos tém de ser efetuados com 0s compostos em

questdo de forma a clarificar os seus mecanismos de agdo como LI-IFA.
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CAPITULO V

Conclusao
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5.Conclusao

Atualmente, a industria farmacéutica estd a enfrentar inUmeros problemas e
desafios na descoberta de medicamentos inovadores e eficazes bem como as suas
possiveis aplicacOes terapéuticas. O desenvolvimento de estratégias que utilizam LlIs é,
portanto, uma via promissora para a resolugdo da questdo, uma vez que, a combinacéo de
propriedades biologicas favoraveis com o facto de que o medicamento pode estar no

estado liquido pode ser uma caracteristica importante.

Primeiramente comecamos por verificar a viabilidade dos compostos que
pretendiamos estudar em leveduras, nomeadamente, na S.cerevisiae. No estudo em
questdo, os compostos, [TMGH] [AMP], [DBUH] [AMP], [TMGH] [NOR] e [TMGH]

[CIP] revelaram ter atividade com a mesma.

Como podemos verificar este trabalho mostrou bastante relevancia no estudo de
possiveis compostos antitumorais. O composto [DBUH] [NOR] manifestou-se como o
mais importante. Este induziu uma resposta celular que se traduziu num valor de IC50
significativamente mais baixo para varias linhas celulares tumorais, quando comparado
com o obtido com os fibroblastos de gengiva, depreendendo-se que quanto mais baixo
for este valor, maior sera a citotoxicidade do respetivo composto quimico. Sendo assim,
0 composto [DBUH] [NOR] aparentou ser mais toxico para varias linhas celulares

tumorais do que para os fibroblastos.

Apos se ter caracterizado o potencial citotoxico dos diferentes LIs, procedeu-se a
uma avaliacdo do efeito que os mesmos tém na modulacdo de diferentes vias de
sinalizacdo importantes para a formacao e desenvolvimento neoplasico, nomeadamente,
as vias MEK, NFkB e JNK. No caso do composto [DBUH] [NOR], observou-se que o
seu efeito pode ser explicado, pelo menos parcialmente, pela sua capacidade de modular

a via de sinalizacdo MEK.

Porém, apesar dos estudos efetuados, sdo necessarios muitos mais de forma a
clarificar os mecanismos de acdo destes LIs-IFAs e mais tarde poder aplica-los como

possiveis medicamentos antitumorais.
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